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RESUMO 
 
 
O câncer colorretal (CCR) é um dos tipos mais frequentes de câncer no mundo 
e uma das mais importantes causas de morte no Brasil. É o terceiro tipo de 
câncer mais comum em homens e o segundo em mulheres em todo o mundo. 
A superfície do intestino grosso é revestida por criptas de Lieberkuhn, células 
absortivas invaginadas. O CCR é iniciado pelo aparecimento de Focos de 
Criptas Aberrantes (FCA) e alterações morfológicas nas criptas de Lieberkuhn. 
Estudos demonstram que antioxidantes presentes em frutas e vegetais podem 
contribuir para a prevenção de algumas doenças, como o câncer. Esta ação de 
prevenção é considerada direta quando o antioxidante atua na eliminação de 
espécies reativas e indireta, quando induz o aumento da atividade ou 
expressão das enzimas antioxidantes endógenas, como a SOD1. O açaí 
Juçara vem se destacando por sua composição rica em compostos 
antioxidantes, muito importantes na neutralização das espécies reativas. Com 
intuito de avaliar a ingestão de Juçara no número de FCA e na expressão de 
SOD1 no CCR, foi realizado estudo com 16 amostras de intestino grosso de 
ratos submetidos à carcinogênese com a substância 1,2-dimetilhidrazina 
(DMH). Foram avaliadas a quantidade de FCA, a área e o escore de expressão 
da SOD1, em ratos suplementados e não suplementados com Juçara. A 
suplementação com suco de açaí Juçara promoveu menor número de focos de 
criptas aberrantes na mucosa colorretal de ratos induzidos à carcinogênese. A 
superóxido dismutase 1 foi expressa na mucosa colorretal de ratos induzidos 
ou não à carcinogênese. A suplementação com o suco do açaí Juçara resultou 
na maior expressão e percentual de ocupação da SOD1 em intestino grosso. 
Assim, o açaí Juçara pode ser um aliado na prevenção do câncer colorretal, 
visto a redução do número de lesões no epitélio do cólon e o possível auxílio 
no estímulo à produção de enzimas antioxidantes. Estes resultados abrem 
perspectivas para o uso do açaí Juçara na suplementação dietética, na 
elaboração de produtos e medicamentos que favoreçam a prevenção e 
tratamento do câncer colorretal. 
 
Palavras-chave: Açaí Juçara (Euterpe edulis Martius), câncer colorretal, SOD1, 
Focos de Criptas Aberrantes 
    
 
ABSTRACT 
 
 
Colorectal Cancer (CC) is one of the most frequent cancers in the world and 
one of the most important causes of death in Brazil. It is the third most common 
cancer in men and second in women worldwide. The surface of the large 
intestine is coated by Lieberkuhn crypts, invaginated absorptive cells. CC is 
initiated by appearance of Aberrant Crypt Foci (ACF) and morphological 
changes in the crypts of Lieberkuhn. Studies have shown that antioxidants in 
fruits and vegetables can contribute to the prevention of some diseases, like 
cancer. This preventive action is considered direct when antioxidant acts on 
elimination of reactive species and indirect when improves expression or activity 
of endogenous antioxidant enzymes such as SOD1. The Juçara acai has been 
highlighted by its rich composition of antioxidants, very important in the 
neutralization of reactive species. In order to asses the Juçara intake related to 
the number of ACF and SOD1 expression in CC, a study was conducted on 16 
samples of large intestine of rats with carcinogenesis with 1,2- 
dimethylhydrazine (DMH). It was measured the amount of ACF area and the 
expression of SOD1 score rats supplemented and non supplemented with 
Juçara. The supplementation with acai juice Juçara promoted fewer aberrant 
crypt foci in the colon mucosa of rats induced to carcinogenesis. Superoxide 
dismutase 1 was expressed in colorectal mucosa of rats induced or not to 
carcinogenesis. Supplementation with Juçara acai juice resulted in greater 
expression and SOD1 occupancy percentage in the large intestine. Thus, acai 
Juçara can be an ally in colorectal cancer prevention, since the reduction in 
number of lesions in colon epithelium and can aid in stimulating the production 
of antioxidant enzymes. These results open perspectives for the use of acai 
Juçara in dietary supplementation, development of products and drugs that 
promote the prevention and treatment of colorectal cancer. 
 
Keywords: Juçara acai (Euterpe edulis Martius), Colorectal cancer, SOD1, 
Aberrant Crypt Foci 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 
1.1. Câncer colorretal 
 
 
O câncer colorretal (CCR) é um dos tipos mais frequentes de câncer no mundo e 
uma das mais importantes causas de morte no Brasil (HUR et al., 2000; MEDRADO-
FARIA; ALMEIDA; ZANETTA, 2001). É o terceiro tipo de câncer mais comum em 
homens e o segundo em mulheres em todo o mundo (IARC, 2012). No Brasil, a 
maior incidência de casos ocorre nas regiões Sudeste e Sul, sendo o segundo mais 
frequente na região Sudeste, com 19.950 casos. Em 2016 são esperados 34.280 
casos no país, sendo 16.660 em homens e 17.620 em mulheres (INCA, 2015).  
No mundo, a maior incidência de casos é em países desenvolvidos (60%), como 
Austrália, Nova Zelândia, regiões da Europa e América do Norte (JEMAL et al., 
2011). A média global de sobrevida é de 40% para países em desenvolvimento, 
sendo esse um índice de sobrevida baixo. A idade é considerada um fator de risco, 
pois a faixa etária de maior incidência situa-se entre os 50 e 70 anos. Entretanto não 
é raro o surgimento em indivíduos mais jovens, abaixo dos 40 anos (MINISTÉRIO 
DA SAÚDE, 2007). 
O câncer colorretal compreende tumores que acometem um segmento do intestino 
grosso (cólon) e o reto. Na maioria dos casos é curável, se detectado precocemente 
(INCA, 2015). O tratamento depende do tamanho, localização e extensão do tumor. 
A cirurgia é o tratamento inicial seguida de radioterapia e/ou quimioterapia (INCA, 
2013).  
Os fatores genéticos hereditários representam 20% das causas de CCR e as 
condições hereditárias frequentemente associadas à CCR são a polipose, que inclui 
a polipose adenomatosa familiar (PAF), a polipose familiar juvenil e a síndrome de 
Peutz-Jegher; e a não polipose, representado pelo câncer colorretal hereditário não 
polipose (HNPCC) ou síndrome de Lynch (THORSON; KNEZETIC;LYNCH, 1999).  
A PAF é caracterizada pelo surgimento precoce de múltiplos adenomas ou pólipos 
no colón. Estes adenomas múltiplos apresentam grande risco de tornar-se maligno 
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precocemente (JORDE et al. 2000). É uma doença autossômica dominante, 
resultado de uma mutação no gene Adenomatous polyposis coli (APC), localizado 
no cromossomo 5q 21. O portador da mutação no gene APC tem quase 100% de 
probabilidade de desenvolver câncer do cólon (GRODEN et al., 1991). 
A ocorrência da PAF é de 1 em 7000 a 1 em 16000 nascidos vivos , sendo 
responsável por menos de 1% dos casos de câncer colorretal (BURT et al., 1990). 
A polipose juvenil é uma síndrome autossômica dominante rara e pode ser 
desencadeada por mutações no gene SMAD4/DPC4 (codifica um sinalizador 
intermediário de TGF-β) (HAMILTON; AALTONEN, 2000). É caracterizada pelo 
aparecimento de 10 ou mais pólipos juvenis (lesões hamartomatosas focais do 
epitélio mucoso e da lâmina própria no trato gastrintestinal), principalmente no cólon. 
A manifestação ocorre geralmente entre 4 e 14 anos de idade (MANGO; 
MEDEIROS; MALUF,1994.)  
A síndrome de Peutz-Jegher é uma doença rara e assim como os outros fatores 
genéticos hereditários, também é autossômica dominante. É caracterizada por 
pólipos principalmente intestinais, pigmentação escura geralmente ao redor dos 
lábios, mucosa oral, língua, nariz, às vezes também em volta dos olhos (HYER, 
2001).  
O HNPCC, também conhecido como Síndrome de Lynch, representa de 1 a 5% de 
todos os casos de câncer colorretal e é responsável por 20 a 30% dos casos de 
câncer de cólon hereditário (YU et al., 2003). Este tipo de câncer apresenta um 
pequeno número de pólipos e penetrância de 80% a 90% (LYNCH, 1996). Mutações 
nos genes de reparo MSH2, MLH1, PMS1 e PMS2 podem resultar na produção de 
HNPCC (JORDE et al., 2000). Esta síndrome é uma doença autossômica 
dominante, cinco vezes mais frequente que a PAF (LYNCH, 1966). 
Enquanto que os tumores hereditários do intestino são causados principalmente por 
genes de predisposição ao câncer, com alta penetrância, os não hereditários, que 
compreendem cerca de 80% dos tumores, aparecem devido a uma interação de 
hábitos, metabolização de xenobióticos ambientais provenientes dos alimentos, 
fumo e poluentes; e outros, associados a fatores genéticos de suscetibilidade de 
baixa penetrância, sendo classificados como doença multifatorial com forte interação 
ambiental. 
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O processo de proliferação celular normal ocorre de forma controlada pela atuação 
de diversos genes de controle do ciclo celular, incluindo oncogenes e supressores 
de tumor. Dessa forma, a homeostase do tecido é mantida.  
A célula tumoral desenvolve-se a partir do acúmulo de mutações somáticas em uma 
célula, ao longo do tempo. Essas mutações resultam em mudanças fenotípicas 
graduais que se iniciam a partir de células pré-neoplásicas, evoluindo para células 
neoplásicas. As etapas de desenvolvimento do câncer são: a iniciação, promoção e 
progressão (RUSSO, 2007; PITOT, 2007). Isto é válido tanto para tumores 
esporádicos como para as formas hereditárias, com a diferença de que nas formas 
hereditárias, o indivíduo já nasce com uma mutação de predisposição ao câncer, 
desta forma, a doença se manifesta mais precocemente, podendo ser multifocal. 
A iniciação é uma fase irreversível e envolve a ação de agentes carcinogênicos 
químicos ou físicos que agem diretamente no DNA. A promoção corresponde à fase 
que ocorre o acúmulo de células pré-malignas anormais em divisão, devido a fatores 
epigenéticos. E a progressão é a fase na qual ocorre o crescimento do tumor e 
aquisição do potencial invasivo e metastático (ALMEIDA, 2005). 
Várias mutações ocorrem nos genes relacionados ao controle da multiplicação 
celular durante o processo de carcinogênese. Os genes que sofrem mutações 
associados ao desenvolvimento do câncer são:  
-Os oncogenes, que são genes responsáveis pela proliferação celular. Quando 
mutados, a célula é submetida a um crescimento celular desregulado, e à 
diferenciação. Os oncogenes são considerados dominantes, ou seja, uma única 
mutação é suficiente para desencadear o fenótipo (BORGES-OSÓRIO; ROBINSON, 
2001). Os principais oncogenes envolvidos no CCR são os genes da família RAS 
composta de três genes: o K-RAS, o H-RAS e o N-RAS (BARBACID, 1987).  
-Os genes supressores de tumores, que produzem proteínas que inibem a formação 
do tumor. A mutação nestes genes desencadeia a proliferação tumoral por falta de 
inibição da progressão do ciclo celular, estes são considerados "com efeito 
recessivo", ou seja, são necessárias duas alterações, nos dois alelos para perda 
total da função supressora (DE CASTRO COTTI, 2000). Os principais genes 
supressores de tumor relacionados ao câncer colorretal são o gene APC, DCC e o 
gene p53. (TAKAHASHI; WAKABAYASHI, 2004). 
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Outros genes podem estar relacionados ao processo de tumorigênese do carcinoma 
colorretal, como os genes de reparo do DNA, que quando alterados promovem uma 
instabilidade genômica que favorece a ocorrência de mutações.  
Os genes K-RAS e APC estão envolvidos em processos iniciais, como na formação 
de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) e adenomas, e os genes DCC e o TP53 
estão envolvidos em etapas mais tardias na formação de adenocarcinomas 
(FEARON E VOLGESTEIN, 1990). 
O gene APC é um supressor tumoral, regula a β-catenina intracelular, que é uma 
proteína relacionada à transcrição de DNA e processos de sinalização celular que 
afetam a apoptose e o crescimento das células. Mutações neste gene resultam na 
perda de sua função reguladora, com aumento de β-catenina, proliferação celular, 
além da transcrição de genes envolvidos no crescimento do epitélio do cólon. 
(KNUDSEN; BISGAARD; BÜLOW, 2003; MOISIO; JÄRVINEN; PELTOMÄKI, 2002; 
HERNEGGER; MOORE; GUILLEM, 2002). Mutações no gene APC foram 
encontradas em mais de 85% dos tumores de cólon (JORDE et al., 2000). 
K-ras é um oncogene que codifica uma molécula de sinalização intracelular. A via do 
gene K-ras produz a proteína K-ras, que está envolvida na regulação da expressão 
gênica e na proliferação, diferenciação e sobrevivência celular (VIGIL et al, 2010). A 
proteína K-ras integra um grupo de proteínas juntamente com a H-Ras e a N-ras 
(BARBACID, 1987).   
O DCC está localizado no braço longo do cromossomo 18 (MULERIS, 1984). 
Codifica uma proteína que está envolvida na comunicação intercelular (HEDRICK et 
al., 1994). Em 70% dos casos de CCR possuem mutação onde está localizado o 
DCC e sua mutação está relacionada ao surgimento dos adenomas avançados 
(VOGELSTEIN et al.,1988). 
O gene TP53 é ativado em resposta a sinais de danos celulares (JORDE et al, 
2000). É o gene mais associado com o câncer e sua mutação está relacionada a 
mais de 50 tipos diferentes de tumores. Além disso, suas mutações são identificadas 
em aproximadamente 70% dos tumores colorretais (LOSI et al.,1996). Ele codifica 
uma proteína de 53kDa que é expressa quando o DNA celular sofre algum tipo de 
dano. Esta proteína impede que o ciclo celular ocorra até que o DNA seja reparado e 
se isto não acontecer, o gene induz a célula à apoptose (JORDE et al, 2000). 
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Mutações no gene TP53 estão associadas a tumores invasivos e avançados. Em 
adenomas, a frequência desta mutação é inferior a 6%, enquanto que em 
adenocarcinomas invasivos é de aproximadamente 75% (VOGELSTEIN et al.,1988). 
O CCR inicia-se a partir da progressão ordenada com alterações genéticas distintas 
e cumulativas. O pólipo adenomatoso progride devagar desde estágios iniciais 
benignos até o surgimento do câncer. A partir disto, Fearon e Volgestein propuseram 
um modelo de carcinogênese, na qual as mutações nos genes supressores e 
oncogenes que levam ao desenvolvimento do CCR ocorrem em ordem específica 
(FEARON; VOGELSTEIN, 1990). 
Na figura 1 encontra-se um esquema da progressão da carcinogênese do câncer de 
cólon, demonstrando diferentes etapas e mutações. 
 
 
 
 
Figura 1: Progressão da carcinogênese do câncer de cólon. 
FONTE: HENRIQUES, 2003, apud WAITZBERG, 2009. 
 
Do ponto de vista anatômico, a superfície do intestino grosso é revestida por criptas 
de Lieberkühn, células absortivas invaginadas (GARTNER, 2011). Essas células 
intestinais estão constantemente expostas aos íons ferro das carnes vermelhas, 
gorduras, álcool e microrganismos e doenças gastrointestinais, o que corrobora para 
inicialização do CCR (RIBEIRO et al., 2007).  
O processo de tumorigênese no intestino é iniciado por mutações genômicas que 
culminam no aparecimento de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) que são 
caracterizadas por alterações morfológicas nas criptas de Lieberkühn com aberturas 
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terminais alteradas, tamanho maior que as criptas adjacentes e espessamento 
epitelial com células proeminentes. Nem todos os FCA evoluem para uma displasia, 
entretanto possuem um comprovado potencial de malignização (CHENG; LAI, 2003).  
Os FCA podem ser abaulados, côncavos ou planos e quando corados com azul de 
metileno ficam mais escuros que o tecido epitelial normal, permitindo assim o seu 
reconhecimento. Os FCA podem ser avaliados e caracterizados quanto a número, 
distribuição ao longo do colón e tamanho e seu aparecimento pode ser favorecido 
por diversos fatores como os genéticos, epigenéticos e os ambientais, dando como 
fator causal multifatorial (FENOGLIO-PREISER; NOFFSINGER, 1999).  
O desenvolvimento do CCR envolve fatores genéticos e ambientais. Entre 50 e 80% 
dos casos de desenvolvimento de câncer colorretal estão envolvidos fatores 
ambientais e o principal fator é a dieta (ROYNETTE, 2004). Outros fatores 
aumentam o risco de desenvolvimento da doença como histórico familiar com CCR, 
idade acima de 50 anos, já ter desenvolvido outro tipo de câncer (ovário, útero ou 
mama), baixo consumo de cálcio e também obesidade e sedentarismo (INCA, 2015).  
A incidência do CCR é diferente entre as regiões do mundo, o que indica uma forte 
influência de fatores locais. Observa-se essa diferença de forma semelhante no 
Brasil, onde as regiões Sul e Sudeste apresentam elevado número de ocorrência de 
CCR em relação às regiões Norte e Nordeste, possivelmente por causa de 
diferentes padrões de alimentação e desenvolvimento socioeconômico (FORTES, 
2007). O padrão de incidência ou mortalidade por CCR tem sido buscado, por meio 
de estudos epidemiológicos (NEVES et al., 2006).  
Indivíduos oriundos de locais com baixa incidência de CCR (Ásia, África, Japão, 
China e América Latina) apresentam risco aumentado quando passam a viver em 
regiões onde a incidência desta enfermidade é significativa (Estados Unidos, 
Austrália e Europa) (SINGH e FRASER, 1998; LESER e SOARES, 2001; CHIU et 
al., 2003). Além disso, aqueles que migram de países com uma alta incidência de 
CCR para países com baixa incidência, apresentam um risco reduzido de 
desenvolver essa enfermidade (GLINGHAMMAR et al., 1997).  
Wallace e Caslake (2001) relataram que 75% dos fatores de risco estão 
relacionados a fumo, obesidade, sedentarismo, envelhecimento e hábitos dietéticos. 
Destes, sem dúvida, o mais estudado é o hábito alimentar. 
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A alimentação e a nutrição têm muita importância na prevenção e também no 
aumento do risco de CCR (AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH 
FUND, 2007). O alto consumo de carnes vermelhas, gorduras, álcool e a obesidade 
estão associados a maior probabilidade de desenvolvimento de CCR (DRAY et al., 
2003). 
Alguns mecanismos podem explicar os efeitos da dieta no CCR. Os alimentos 
consumidos podem influir na modificação da mucosa do órgão devido aos efeitos 
danosos dos ácidos biliares secundários, causar danos diretos ao DNA celular por 
produtos da peroxidação lipídica, mudar o metabolismo da flora bacteriana e diminuir 
a proteção devido à ingestão inadequada de antioxidantes (LESER e SOARES, 
2001). 
As carnes e peixes, de modo geral, são boas fontes de aminoácidos essenciais, 
ferro de alta biodisponibilidade, vitamina B12, B6 e selênio, e os peixes são também 
boas fontes de cálcio (BRASIL, 2005). O consumo de carne vermelha e os produtos 
derivados da carne, embutidos, hambúrgueres, salsichas aumentou 
consideravelmente, principalmente nas classes com maior renda, como nos Estados 
Unidos, norte da Europa, Oceania, partes da América do Sul e Ásia. Entre o ano de 
1961 a 2002, o consumo de carne, principalmente de porco e aves, dobrou 
(AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH FUND, 2007). 
A carne vermelha está associada ao CCR por vários motivos e um deles é método 
de preparação. O cozimento em altas temperaturas pode causar a formação de 
substâncias cancerígenas, principalmente hidrocarbonos aromáticos policíclicos 
(benzopireno) e aminas aromáticas heterocíclicas. Essas substâncias tóxicas são 
formadas durante a combustão de carbono e pirólise de proteína, que ocorre durante 
o assamento no carvão, frituras e defumação de carnes (SCOTT-STUMP & MAHAN, 
2002). Quanto mais alta a temperatura durante o cozimento maior será a formação 
dessas substâncias (AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH FUND, 
2007). 
Além disso, em carnes processadas são utilizados nitrato e nitrito, que são utilizados 
no processo de cura para conferir cor e sabor aos produtos, além de funcionar como 
agente antimicrobiano e antioxidante (CASSENS,1997). Estudos sugerem que a 
mucosa pode ser danificada por uma alimentação com alto consumo dessas 
substâncias, aumentando assim a vulnerabilidade a um carcinógeno (SCOTT-
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STUMP e MAHAN, 2002). Recentemente a Organização Mundial de Saúde 
classificou os embutidos e carnes processadas como produtos carcinogênicos 
(IARC, 2015). 
Outra hipótese que associa a carne vermelha ao CCR é pelo fato de serem ricas em 
ferro. Experimentos in vitro e in vivo sugerem que o ferro possa desencadear efeitos 
mutagênicos, pois gera radicais livres que podem atingir o DNA e causar danos 
(AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH FUND, 2007). 
As gorduras são fonte de energia e podem ser de origem animal e vegetal (BRASIL, 
2005). Sua influência no CCR não é totalmente conhecida, mas pode variar de 
acordo com a origem e composição (GARAFOLO et al, 2004; SHILS et al., 2002). As 
gorduras estão associadas ao CCR devido ao modo pelo qual os alimentos ricos em 
lipídios são preparados (altas temperaturas de preparo). Além disso, outro 
mecanismo pelo qual os lipídeos estão associados ao câncer pode ser mediado 
pelos sais biliares. As gorduras em excesso, quando estão no duodeno, estimulam 
maior secreção da bile. Os sais biliares possuem função detergente bem 
caracterizada, podendo gerar danos ao tecido, o que é associado ao aumento da 
proliferação celular (LESER; SOARES, 2001). 
Por outro lado, verduras, frutas e fibras estão relacionadas à redução do risco de 
câncer colorretal. Segundo o Relatório Mundial da Saúde (2003), a baixa ingestão 
destes tipos de alimentos está entre os 10 principais fatores de risco que contribuem 
para a mortalidade no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION – WHO, 2003). 
As frutas e verduras são associadas à proteção contra o CCR devido aos efeitos de 
alguns compostos bioativos presentes nesses alimentos, como as vitaminas A, E, C, 
carotenoides, selênio, folato, tocoferóis, e compostos fenólicos, que constituem o 
principal antioxidante derivados da dieta (SINGH; FRASER, 1998; LESER; 
SOARES, 2001). 
A importância do consumo de fibras para a prevenção do CCR foi sugerida, por 
Denis Burkitt, devido à alta quantidade de fibras que eram consumidas em alguns 
lugares da África e relacionados às baixas taxas de CCR (JACOBS et al., 2006; 
MICHELS et al., 2005). Uma alimentação pobre em fibras pode desencadear a 
constipação crônica e condições associadas, como diverticulite, considerados 
fatores risco para o CCR (LESER; SOARES, 2001).  
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Os antioxidantes estão associados à neutralização das espécies reativas de 
oxigênio. Podem ser úteis na redução dos efeitos colaterais da quimioterapia e 
radioterapia por reduzir sua toxicidade (WEIJ; CLETON; OSANTO, 1997). Existem 
evidências que o uso de antioxidantes na intervenção terapêutica junto à 
quimioterapia auxilia na redução do tamanho do tumor e no aumento da longevidade 
dos pacientes (DRISKO; CHAPMAN; HUNTER, 2003). 
As antocianinas, por exemplo, além do efeito antioxidante também ajuda na 
prevenção de doenças cardiovasculares e neurodegenerativas. Do mesmo modo 
que estão associadas a efeitos anti-inflamatórios, anticarcinogênico, antidiabético e 
antimicrobiano (HE; GIUSTI, 2010; TSUDA, 2012).  
Além dos fatores de risco ambientais, dos genes relacionados ao câncer, um dos 
fatores apontados como implicados nos processos de tumorigênese é a inflamação. 
A inflamação está diretamente relacionada à carcinogênese e a tumorigênese 
(MORRISON, 2012). Ela favorece o câncer de cólon por meio da produção de 
espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN), associadas à deficiência na 
produção de enzimas antioxidantes (SEIFRIED et al., 2007; TUDEK; SPEINA, 2012; 
MORRISON, 2012). 
 
 
 
1.2  Radicais Livres 
 
 
Radical livre é toda espécie que possui um ou mais elétrons desemparelhados. 
Dessa forma, estas partículas possuem grande instabilidade elétrica e por isso, 
apresentam grande capacidade reativa, fazendo com que se ligue com qualquer 
composto que esteja próximo, a fim de captar um elétron para sua estabilização, 
independente de ser uma molécula, uma célula, ou tecido do organismo, culminando 
em reações em cadeia de lesão celular (HALLIWELL, 1987). 
A formação de radicais livres in vivo ocorre por meio da ação de enzimas, durante o 
metabolismo celular e pela exposição a fatores exógenos como ozônio, radiações 
gama e ultravioleta, medicamentos, dieta e cigarro (CERUTTI, 1991). 
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Em um sistema normal, existem mecanismos de controle dos radicais livres 
produzidos. Quando os sistemas biológicos apresentam dificuldade em neutralizar a 
produção excessiva de radicais livres, ocorre o estresse oxidativo. Este acúmulo de 
radicais livres pode ser mediador de importantes processos celulares causando 
danos em estruturas como proteínas, lipídios e DNA. Os radicais livres, quando em 
baixa quantidade, desempenham papéis fisiológicos importantes como atuar em 
mecanismos de defesa contra agentes infecciosos e modular vias de sinalização 
redox celulares (HALLIWELL, 2007).  Contudo, o estresse oxidativo está relacionado 
ao envelhecimento e desenvolvimento de doenças como doenças 
neurodegenerativas, câncer, doenças cardiovasculares e diabetes mellitus 
(HALLIWELL 1987; CROSS et al. 1987; BAYNES 1991; COOKE et al., 2003).  
A produção das espécies reativas é controlada pelos sistemas de defesa 
antioxidante, cuja ação envolve mecanismos enzimáticos e não enzimáticos (SIES 
1993). As defesas antioxidantes enzimáticas incluem a superóxido dismutase (SOD), 
catalase, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Os antioxidantes 
não enzimáticos incluem ácido ascórbico (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), tióis, 
bilirrubina, glutationa, carotenóides e flavonóides (MARITIM et al., 2003). 
Os antioxidantes naturais podem exercer seus efeitos de forma direta ou indireta 
(DINKOVA-KOSTOVA; TALALAY, 2008). 
Os antioxidantes diretos, atuam na neutralização de moléculas de ERO, como as 
vitaminas E e C. Já os antioxidantes indiretos ativam vias de sinalização envolvidas 
na resposta ao estresse, como as enzimas de detoxificação de fase 2. Plantas e 
vegetais ricos em compostos polifenólicos ativam este sistema antioxidante por meio 
das proteínas Nrf, podendo, desta forma, apresentar efeitos quimioterápicos 
benéficos para a saúde humana (SPORN; LIBY, 2005). 
Os antioxidantes provenientes de alimentos têm sido estudados, dentre eles as 
antocianinas, presentes no açaí Juçara, com o objetivo de melhorar as defesas 
antioxidantes do organismo e juntamente com as enzimas endógenas reduzir os 
níveis de estresse oxidativo e o processo de envelhecimento. 
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1.3 Superóxido dismutase (SOD) 
 
 
A superóxido dismutase (SOD) foi descoberta em 1968, como uma enzima 
específica para a remoção catalítica de um radical de oxigênio (MC CORD & 
FRIDOVICH, 1969). Antes de ser descoberta, a SOD já havia sido descrita por 
alguns autores como uma proteína que contém cobre, mas não havia sido 
relacionada a nenhuma atividade catalítica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985).  
Correspondendo a 1% do total de proteína celular a SOD1 é bastante abundante e 
está presente em todas as células eucarióticas (OKADO-MATSUMOTO & 
FRIDOVICH, 2001).  
A função da SOD é catalisar a conversão do radical superóxido (O2-) em oxigênio 
(O2) e peróxido de hidrogênio (H2O2). Esta enzima pertence a uma família de 
enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composição. Nos sistemas 
eucariontes existem duas formas de SOD: A SOD-manganês que está localizada 
primariamente na mitocôndria e a SOD cobre-zinco (SOD1) que atua no citosol 
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 
O íon cobre se liga no sítio catalítico por interações com os nitrogênios do grupo 
imidazol de quatro histidinas (46, 48, 120 e 63) e o íon zinco liga-se com o imidazol 
das histidinas 63, 71, 80 e com o grupo carboxila do aspartato (Figura 2).  
  
24 
 
 
 
 
Figura 2: Estrutura da SOD1, com destaque para o sítio ativo. Os íons de cobre e zinco são 
respectivamente, as esferas azul e laranja. 
FONTE: Valentine et al., 2005. 
 
A SOD1 é muito estável, apresenta-se mais resistente as variações de temperatura 
e à desnaturação por substâncias como cloreto de guanidina, duodecil sulfato de 
sódio, ou uréia e é constituída de duas subunidades proteicas idênticas, com um 
átomo de cobre e um de zinco em cada uma delas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 
1985). 
A superfície da SOD1 possui muitos resíduos de aminoácidos com carga negativa. 
Isto favorece o direcionamento do ânion radical superóxido (O2
-), que é repelido por 
esta superfície, até o sítio catalítico através de um canal formado por resíduos 
carregados positivamente. No sítio ativo ocorre a dismutação do O2
- a oxigênio (O2) 
e peróxido de hidrogênio (H2O2) (reação 1). A catálise ocorre em dois passos: Uma 
molécula de O2 reduz o íon cúprico (Cu
2+) liberando O2 (reação 2). Uma outra 
molécula de O2 reoxida o íon cuproso (Cu
+), formando H2O2 (reação 3) 
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; AUGUSTO, 2002). 
 
 
2O2  + 2 H
+             O2+ H2O2            (Reação 1) 
 
O2
- + Cu2+ +ZnSOD             O2 + Cu + ZnSOD    (Reação 2) 
 
O2
- + Cu + ZnSOD             H2O2 + Cu2 + ZnSOD  (Reação 3) 
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A H2O2 pode ser convertida em H2O e O2 pela GPx ou pela catalase ou pode ser 
convertida no radical hidroxila (HO·) por meio da reação com alguns metais de 
transição na chamada reação de Fenton (VALKO et al., 2007). 
 
 
 
1.4  Açaí Juçara 
 
 
O açaí é fruto da palmeira Euterpe oleracea Martius, nativa da região Amazônica. 
Possui grande importância econômica, sendo um dos principais produtos de 
exportação da região amazônica na forma de polpa congelada, suco ou vinho 
(RIBEIRO et al., 2010). 
A espécie Euterpe edulis Martius, é típica da Floresta Atlântica e é encontrada desde 
o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul e popularmente conhecido como palmito 
doce, palmito branco, palmito verde e juçara. Os frutos possuem propriedades 
organolépticas e nutritivas similares às do açaí. Esta espécie está com a população 
reduzida nas reservas naturais devido à exploração extrativista. (SILVA; BARRETO; 
SERÔDIO, 2004; LIMA et al., 2008).  
A utilização dos frutos da palmeira Juçara é fonte de renda para as comunidades na 
Mata Atlântica e também é uma alternativa para a manutenção da espécie, visto que 
não é necessário o corte da árvore para retirada dos mesmos como é feito para a 
obtenção do palmito (COSTA et al, 2006). Além disso, a palmeira Juçara possui 
considerável importância ecológica, ao desempenhar um papel fundamental na 
nutrição da fauna da Mata Atlântica por meio de seus frutos (REIS e KAGEYAMA, 
2000). 
O fruto possui alto valor energético devido a elevado teor de lipídeos, além de 
possuir consideráveis níveis de carboidratos, proteínas e minerais, especialmente 
potássio, ferro e zinco (SILVA; BARRETO; SERÔDIO, 2004).  
Além disso, o açaí Juçara possui propriedades antioxidantes e características 
nutricionais e sensoriais semelhantes ao açaí (HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 
2011; SCHAUSS et al., 2006a). 
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Silva, Barretto e Serôdio (2004) compararam a polpa de açaí com a polpa dos frutos 
da palmeira Juçara produzida no sul da Bahia e encontraram diferenças 
significativas entre a composição dos frutos destas duas espécies. Os resultados 
evidenciaram que os frutos da palmeira Juçara possuem minerais como potássio, 
ferro e zinco, em quantidades próximas ou superiores às dos frutos do açaizeiro. Os 
teores de potássio, ferro e zinco encontrados na palmeira Juçara foram de 65,7%, 
70,3% e 20,8% superiores, respectivamente, aos encontrados no açaí. Os 
conteúdos de fósforo e cobre foram significativamente maiores no açaí, e o cálcio, 
magnésio e manganês não apresentaram diferenças significativas. 
Em um estudo realizado por Schirmann (2009), o teor médio de ácidos graxos 
insaturados encontrados para as duas espécies foi semelhante.  Dentre os ácidos 
graxos insaturados com maior concentração destacam-se o ácido graxo oleico e o 
linoleico. O açaí Juçara pode ser considerado uma excelente fonte de ácidos graxos 
insaturados essenciais na dieta humana, entretanto, o alto teor dessa fração lipídica 
favorece a rápida oxidação e rancificação da polpa de açaí Juçara (ROGEZ, 2000). 
O conteúdo de antocianinas encontrado por Laderoza et al. (1992), no açaí foi de 
336 mg/100 g e dos frutos da palmeira Juçara foi de 1.347 mg/100 g. Em análise 
realizada por Inácio et al. (2013) foi encontrado cerca de 10 vezes mais antocianinas 
no açaí Juçara (36,9 g/kg) que no fruto do açaí (3,3 g/kg).  
Em outro estudo, o teor de antocianinas totais encontrado no açaí Juçara (2956 mg/ 
100 g de massa seca) foi muito superior ao de outras frutas tropicais, tais como a 
acerola roxinha, o guajiru e o jambolão (respectivamente, 261, 958 e 771 mg/ 100 g 
de massa seca) (DE BRITO et al., 2007). 
O açaí Juçara vem se destacando no cenário nacional por sua composição química, 
fitoquímica e possíveis efeitos benéficos à saúde, com a caracterização e 
quantificação de seus compostos fenólicos, principalmente os flavonoides e mais 
especificamente as antocianinas, que pertencem à classe dos antioxidantes, muito 
importantes na neutralização das espécies reativas. 
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1.4.1 Antocianinas 
 
 
As antocianinas são pigmentos naturais solúveis em água que colorem, em azul, 
vermelho ou violeta diversos frutos e flores (GLOVER; MARTIN, 2012). São instáveis 
em pH alcalino, sensíveis a luz e são degradadas em temperatura acima de 25°C e 
presença oxigênio (LOPES et al, 2007). A capacidade antioxidante das antocianinas 
é atribuída a sua estrutura fenólica, que permite se ligar aos elétrons 
desemparelhados das moléculas das espécies reativas de oxigênio (ERO) como o 
superóxido (O2
-), oxigênio singlet (O2), peróxido (ROO
-), peróxido de hidrogênio 
(H2O2) e radical hidroxila (OH) (VOLP et al., 2008, WANG; JIAO, 2000). Wang e 
Stoner (2008) afirmam que a atividade anticarcinogênica das antocianinas está 
relacionada à sua capacidade de sequestrar ERO.  
As antocianinas estão no grupo de polifenóis mais abundantes em alimentos e, além 
de sua capacidade antioxidante, também possui vários efeitos benéficos à saúde 
que estão relacionados ao seu consumo, como efeitos anti-inflamatório, 
anticarcinogênico, antidiabético e antimicrobiano e a prevenção de doenças 
cardiovasculares e neurodegenerativas. (HE; GIUSTI, 2010; TSUDA, 2012).  
Kang et al. (2003) encontraram redução de adenomas intestinais em ratos que 
consumiram extrato de antocianinas em sua dieta. Estes resultados corroboram com 
os resultados encontrados por Cooke et al. (2006). 
As antocianinas encontradas em maior quantidade na polpa de açaí são a cianidina-
3-glicosídeo e cianidina-3-rutenosídeo (SCHAUSS et al., 2006b; PACHECO-
PALENCIA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2010). A cianidina-3-sambiosídeo, 
peonidina-3-glicosídeo e peonidina-3-rutenosídeo estão presentes em menores 
quantidades. (SCHAUSS et al., 2006b). 
Alguns autores desconsideram a ação antioxidante direta dos compostos dietéticos 
por causa da baixa biodisponibilidade. Entretanto, evidências epidemiológicas 
demonstram que antioxidantes presentes em frutas e vegetais podem contribuir para 
a prevenção ou afetar o desenvolvimento de algumas doenças (WOOTTON-BEARD; 
RYA, 2011). A biodisponibilidade dos compostos fenólicos pode ser subestimada 
devido a uma falha ou incapacidade de medir os metabólitos secundários durante o 
processo de digestão (MANACH et al., 2004). 
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2 OBJETIVO 
 
 
 
2.1 Objetivo geral 
 
 
Avaliar o efeito da suplementação com açaí Juçara na contagem de focos de criptas 
aberrantes e na expressão de Superóxido dismutase 1 em intestino grosso de ratos 
submetidos e não submetidos à carcinogênese com a substância 1,2-
dimetilhidrazina (DMH). 
 
 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 
 Relacionar a ingestão de açaí Juçara com o número de focos de criptas aberrantes 
no intestino grosso de ratos submetidos e não submetidos à carcinogênese.  
 
 Avaliar a expressão de superóxido dismutase 1 em intestino grosso de ratos 
submetidos e não submetidos à carcinogênese, por meio das análises semi-
quantitativa e quantitativa, e correlacionar com a suplementação alimentar de açaí 
Juçara.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
 
3.1. Aspectos éticos 
 
 
O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 
Universidade Federal do Espírito Santo, sob o número 043/2013 (ANEXO). 
 
 
 
3.2. Animais e Indução neoplásica 
 
 
Foram utilizadas 21 fêmeas de ratos da linhagem Fisher (Rattus norvegicus 
variedade albinus), com cerca de 45 dias de idade, procedentes do Laboratório de 
Nutrição Experimental da Universidade Federal de Ouro Preto.  
Os animais permaneceram por quatro meses no Biotério do Hospital Veterinário do 
Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Espírito Santo 
(HOVET/CCA/UFES), mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, cobertas com 
grade de metal, contendo de três a quatro animais por gaiola. Durante esse período, 
receberam dieta padrão e água a vontade e foram mantidos à temperatura entre 21° 
e 24°C, em fotoperíodo de 12 horas. Nesse período, 16 animais foram submetidos 
ao protocolo de indução do câncer colorretal e divididos em dois grupos 
experimentais. Cinco animais foram mantidos como controle sem indução 
neoplásica.  
O protocolo de indução neoplásica foi aplicado em todos os animais dos dois grupos 
experimentais. Para indução do câncer colorretal, utilizou-se o agente químico 1,2-
dimetilhidrazina (DMH), conforme metodologia descrita por Barros (2006). 
A preparação do agente indutor neoplásico ocorreu imediatamente antes do uso, 
sendo dissolvido na concentração de 800 mg/100 mL de água destilada, acrescida 
de 37mg/100 mL de agente estabilizador EDTA. A solução foi mantida em pH 6,5, 
pela adição de 15 a 20 gotas de hidróxido sódio 0,1N. 
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Após preparação, foram realizadas duas aplicações intraperitoneais da solução 
indutora, com intervalo de 15 dias entre dose, na concentração de 25 mg/kg do 
animal. 
 
 
 
3.3. Polpa de açaí Juçara 
 
 
Foram utilizados dois lotes de polpa de açaí Juçara, isenta de corantes e 
conservantes, adquiridos de um produtor da região Sul do Estado do Espírito Santo.  
As polpas foram armazenadas ao abrigo da luz e oxigênio, em temperatura abaixo 
de 25ºC. Foi realizada a quantificação de antocianinas no Laboratório de Análises 
Bromatológicas do Centro de Ciências Agrárias – Universidade Federal do Espírito 
Santo, pela metodologia de pH único.  
Na análise da quantidade de antocianinas, realizou-se uma extração prévia de 12 
horas sob refrigeração em etanol acidificado e filtração em funil de buchner para 
obtenção de um extrato isento de sólidos em suspensão. A absorvância do extrato 
obtido foi lida em espectrofotômetro em comprimento de onda de máxima 
absorvância (λmáx) em pH único, sendo utilizado o coeficiente de extinção molar (ε) 
da antocianina majoritária para o cálculo das antocianinas totais. 
 
 
 
3.4. Procedimento experimental 
 
 
Sessenta dias após o procedimento de indução neoplásica, todos os animais 
(grupos experimentais e grupo controle) foram transferidos para o Laboratório de 
Nutrição Experimental do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do 
Espírito Santo e alocados em gaiolas individuais com água a vontade e dieta padrão 
para a espécie, sendo os animais identificados conforme grupo experimental, a 
saber: grupo induzido à carcinogênese e suplementado com açaí Juçara (RCA) - (8 
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animais), grupo induzido à carcinogênese e não suplementado com açaí Juçara 
(RSA) - (8 animais), grupo controle ausente de indução à carcinogênese e não 
suplementado com açaí Juçara – (5 animais). 
Os animais do grupo induzido não suplementado com açaí Juçara continuaram com 
a dieta padrão. Os animais do grupo induzido suplementado com açaí Juçara (RCA) 
receberam açaí três vezes por semana durante um mês, simulando o consumo de 
um indivíduo humano normal. 
A suplementação com o açaí Juçara ocorreu na forma de suco que foi preparado na 
proporção de uma parte de polpa para duas de água, conforme indicação do 
fabricante da polpa. Foram preparados 100 mL de suco para cada animal, na 
concentração de 30%. As preparações foram colocadas em garrafas e 
disponibilizadas aos animais por 12 horas, três dias por semana, por um mês, 
totalizando 14 dias de suplementação, durante fotoperíodo de escuridão. Água e 
alimentação foram mantidas normalmente até o fim do experimento. 
Ao final das 12 horas, o volume do suco foi quantificado para aferição do consumo 
por cada animal. 
 
 
 
3.5. Contagem dos focos de criptas aberrantes e cortes histológicos 
 
 
Os animais utilizados neste experimento foram sacrificados 30 dias após o início da 
suplementação pelo açaí Juçara. O procedimento de sacrifício obedeceu a normas 
de experimentação animal. Para tanto, utilizou-se o anestésico injetável Cetamina 
em associação à Xilazina na dose de 60 a 80mg de cetamina + 8 a 15 mg de 
xilazina, ambas/ kg de peso vivo. Procedeu-se à abertura da cavidade abdominal, 
retirada do monobloco e separação do intestino grosso. Os intestinos foram 
seccionados a partir da inserção do mesentério em toda sua extensão para a 
contagem dos Focos de Criptas Aberrantes (FCA). 
Após abertura, os intestinos foram lavados em solução PBS para a retirada do 
conteúdo fecal e colocados em formalina tamponada 10% para fixação. Após a 
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fixação foram corados em solução de azul de metileno a 1%, por 2 minutos, seguido 
por lavagem tampão fosfato (PBS) e então realizada a contagem dos FCA’s. A 
mucosa intestinal foi analisada com o auxílio de microscópio Nikon® com lente 
binocular, objetiva de 5x, para a identificação dos FCA, de acordo com Bird (1987). 
Posteriormente, foram incluídos em parafina; seguindo rotina de preparo 
padronizado dos procedimentos histológicos. Os blocos foram seccionados em 
cortes de três micrômetros de espessura e as lâminas preparadas para avaliação 
imuno-histoquímica. Todas estas etapas foram realizadas no Laboratório de 
Patologia do Hospital Veterinário do Centro de Ciências Agrárias da Universidade 
Federal do Espírito Santo. 
 
 
 
3.6. Imuno-histoquímica 
 
 
A sequência da coloração imuno-histoquímica utilizada foi:  
a) Preparação dos cortes histológicos (desparafinização e hidratação):  
Xilol I – 10 minutos 
Xilol II - 5 minutos 
Álcool I – 5minutos 
Álcool II – 5 minutos 
Álcool III – 5 minutos 
- 3 banhos de 3 minutos em Água Destilada. 
b) Recuperação antigênica:  
- As lâminas foram mergulhadas em solução de citrato de sódio pH 6,0 e levadas ao 
microondas por 15 minutos, sendo o volume de citrato de sódio reposto a cada 3 
minutos.  
c) Bloqueio da peroxidase endógena  
- Com solução de metanol e peróxido de hidrogênio (9:1), por 20 minutos. 
d) Bloqueio de proteína inespecífica 
- As lâminas foram mantidas em solução de leite em pó Mollico® diluído em solução 
de Tris por 1 hora. 
e) Diluição de anticorpo primário anti-SOD1 a 1:150  
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f) Aplicação do anticorpo primário anti-SOD1, e incubação em geladeira overnight. 
g) No dia seguinte, 3 lavagens com tampão TRIS.  
h) Aplicação do polímero conjugado à peroxidase, por 30 minutos.  
h) Lavagem com tampão TRIS.  
i) Aplicação da solução de substrato-cromógeno DAB, diluição de 1:50 por 5 
minutos.  
j) Lavagem em água destilada.  
k) Contra coloração das lâminas com hematoxilina, por 5 minutos.  
l) Lavagem das lâminas em água corrente por 1 minuto.  
m) Lavagem das lâminas em água destilada por 1 minuto 
n) Hidratação das lâminas em passagem de 1 minuto cada, em etanol I, etanol II , 
etanol III, xilol I e xilol II.  
o) Montagem com lamínula usando o meio de montagem Tissue Tek. 
O processamento imuno-histoquímico foi realizado com a utilização de anticorpo 
primário Anti-Superoxide Dismutase 1 antibody, AB13498, Abcam, Cambridge MA 
na diluição 1:150, padronizado em tecido de intestino de rato. As lâminas foram 
incubadas com o sistema de detecção para tecido de rato (N-Histofine – Simple 
Stain Max PO Rat, 414191F, NICHIREI®) a 25ºC por 30 min. Para a revelação foi 
utilizada a 3’3-diamino benzidina (DAB, Sigma®) e a obtenção de expressão de 
SOD1 na coloração marrom.  
Foram realizados controles positivo e negativo utilizando amostras com a expressão 
da SOD1 previamente conhecida em tumor colorretal conforme convencionado: um 
controle positivo, e três negativos, sendo o primeiro sem anticorpo primário, o 
segundo sem anticorpo secundário e o terceiro sem a reação de revelação. Para a 
revelação foi utilizada o DAB, as lâminas foram contra coradas com hematoxilina de 
Mayer e montadas com lamínula e fixada com resina.  
 
 
  
34 
 
3.7. Análise semi-quantitativa da expressão de SOD1 e obtenção do escore de 
expressão 
 
 
Para cada animal foram obtidas 10 imagens do intestino grosso com o auxílio de 
Microscópio de luz Nikon® com lente binocular, objetiva de 40X, acoplado à câmera 
de vídeo Samsung® conectada ao computador. A captura das imagens ocorreu em 
computador com a utilização do Software DinoCapture®. Cada imagem foi 
codificada e arquivada (para documentação). 
As imagens foram capturadas aleatoriamente a partir do centro da imagem do 
intestino em rocambole, em direção as extremidades, em quatro linhas imaginárias, 
duas no sentido vertical (para cima e para baixo) e duas no sentido horizontal 
(esquerda e direita).  
A expressão da SOD1 foi avaliada de forma semi-quantitativa utilizando dois 
padrões de análise, a intensidade de coloração e o percentual de células marcadas. 
Para a análise de intensidade de coloração foram atribuídos os seguintes valores, 0 
(marcação nula), 1 (marcação fraca), 2 (marcação moderada) e 3 (marcação forte). 
Para percentual de células marcadas, a pontuação 0 foi atribuída quando todas as 
células eram negativas; 1 quando 1-25% das células eram positivas, 2 quando 25-
50% das células eram positivas e 3 quando >50% das células eram positivas. 
Finalizou-se com a multiplicação dos scores para cada campo, seguindo a 
metodologia de análise de Soini et al. (2000), modificada por Campos et al. (2009). 
O resultado da multiplicação foi utilizado para categorizar as expressões 
citoplasmáticas da proteína estudada em:  
 Marcação negativa = 0;  
 Marcação positiva fraca = 1-3;  
 Marcação positiva forte = >3.  
Desta forma, foi considerada marcação fraca, quando as multiplicações entre o 
número de células marcadas vezes a intensidade da marcação foi menor ou igual a 
3. Foi considerada marcação forte, quando a multiplicação resultou em número 
maior que 3 (Figura 3). Assim, escores foram atribuídos a cada imagem obtida e o 
escore médio de cada animal recuperado pela média aritmética. 
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Figura 3: Fotomicrografia de mucosa intestinal de ratos submetidos à carcinogênese colorretal 
com 1,2-dimetilhidrazina imunopositiva para SOD1.  (A): exemplo de escore 1-3 de expressão, 
(B): exemplo de escore >3 de expressão. IHQ, DAB (40X). 
  
 
 
3.8. Análise quantitativa da expressão de SOD1  
 
 
As imagens obtidas para a análise semi-quantitativa foram utilizadas para a análise 
quantitativa que consistiu no calculo do percentual de ocupação da superóxido 
dismutase 1 por imagem obtida, seguida do percentual médio calculado pela soma 
dos percentuais obtidos dividido pela quantidade de imagens (10 imagens). 
Selecionou-se, de cada imagem, a área correspondente à coloração marrom 
(imunopositivas para SOD1) que foi confrontada com a área total da imagem e 
multiplicada por 100. Essa análise foi realizada usando o software Adobe Photoshop 
CC 2015®, sem filtros nas imagens, com tolerância 10 e amostra de ponto. 
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Figura 4: Captura de tela do programa Photoshop CC 2015
®
 para exemplificar a metodologia utilizada 
na quantificação do percentual de ocupação da SOD1 (área pontilhada) em mucosa colorretal de 
ratos.  
 
 
 
3.9. Analise estatística 
 
 
A análise de associação dos dados obtidos foi realizada utilizando-se os testes 
paramétricos do Teste de Shapiro-Wilk, ANOVA e teste t de Student. Para todos os 
testes o nível de significância foi de 5% e os cálculos obtidos no programa Biostat 
5.0®. 
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4. RESULTADOS 
 
 
 
4.1. Consumo do suco de açaí Juçara 
 
 
O valor médio de antocianina encontrado foi de 73,4 mg/100g. 
O consumo médio de suco da polpa de açaí Juçara foi de 35 mL/ 12 horas, variando 
entre 25 mL e 45 mL/ 12 horas, garantindo a ingestão de quantidade satisfatória de 
açaí Juçara (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Média do consumo de açaí Juçara pelos animais do grupo experimental RCA, após 14 dias 
de suplementação. 
Fonte: LUZ, 2014. 
 
 
 
4.2. Análise do número de focos de criptas aberrantes - FCA 
 
 
A análise do número focos de criptas aberrantes foi realizada nos grupos de ratos 
induzidos ao câncer e suplementado com açaí Juçara (RCA) e no grupo induzido e 
não suplementado (RSA). Na Figura 6, observa-se imagem de FCA encontrados no 
intestino grosso dos ratos, submetidos ao protocolo de indução de câncer com DMH. 
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Figura 6: Fotomicrografia de mucosa colorretal de ratos submetidos à carcinogênese com 1,2-
dimetilhidrazina corada com azul de metileno e evidenciação de focos de criptas aberrantes - FCA 
(seta).  A) Grupo experimental suplementado com açaí Juçara e evidenciação de FCA com quatro 
criptas (50X) B) Grupo experimental não suplementado destacando FCA com nove criptas (50X). 
Fonte: LUZ, 2014. 
 
Os resultados mostraram haver redução significativa no número de focos de criptas 
aberrantes no grupo RCA (p=0,0226). Na Figura 7 pode ser observada a 
comparação entre os valores totais (Figura 7A) e as médias de FCA (Figura 7B) dos 
grupos de estudo. 
  
A 
B 
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Figura 7: (A): Valor total de focos de criptas aberrantes encontrados no intestino grosso dos grupos 
não suplementados (RSA) e suplementados (RCA). (B): Média de focos de criptas aberrantes 
encontrados no intestino grosso dos grupos não suplementados (RSA) e suplementados (RCA). As 
médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste t (p<0,05). 
  
 
 
4.3. Expressão de SOD1 por análise semi-quantitativa 
 
 
A análise do escore de expressão da SOD1 foi realizada nos intestinos dos ratos: 
controle, grupo induzido à carcinogênese e não suplementado (RSA) e induzido à 
carcinogênese e suplementado com açaí Juçara (RCA). 
Os resultados mostraram que houve diferença nos escores de expressão da SOD1 
entre os grupos estudados (p = 0,0006). No entanto, o escore de expressão de 
SOD1 nos animais do grupo controle quando comparados aos animais do grupo 
RSA não diferiram significativamente, ao passo que, a suplementação aumentou de 
maneira significativa o escore de expressão da SOD1 na mucosa colorretal dos 
animais do grupo RCA em relação aos animais do grupo controle (Figura 8). 
A comparação entre os grupos induzidos a carcinogênese colorretal mostrou que o 
escore de expressão da SOD1 no intestino de ratos do grupo RCA foi maior que o 
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escore encontrado nos animais pertencentes ao grupo RSA (p<0.0001), conforme 
observado na Figura 8. 
 
 
Figura 8: Comparação das médias dos escores de expressão da SOD1 na mucosa colorretal de 
ratos entre o grupo Controle e os grupos induzidos com (RCA) e sem suplementação (RSA). As 
médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de ANOVA, post hoc Dunnet (p<0,05).  
  
 
 
4.4. Expressão de SOD1 por análise quantitativa 
 
 
Foi realizada a análise quantitativa de expressão da SOD1, com avaliação da 
porcentagem da área de marcação positiva da SOD1. Os valores das médias e 
desvio padrão encontram-se na Tabela 1. 
A análise comparativa da área percentual demonstrou haver diferença significativa 
entre os grupos estudados, no entanto, a comparação entre o grupo controle e grupo 
induzido e não suplementado (RSA) revelou igualdade no percentual de ocupação 
da SOD1 na mucosa colorretal, ao passo que o grupo induzido e suplementado 
(RCA) apresentou percentual de área de marcação da SOD1 maior que o grupo 
controle. (Figura 9).   
Além da comparação entre ratos induzidos suplementados e não suplementados 
com o controle, foi realizada também a análise da expressão da SOD1 em ratos 
induzidos suplementados (RCA) e induzidos não suplementados com açaí Juçara 
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(RSA). Os resultados mostraram haver diferença na porcentagem de área de 
marcação positiva da SOD1 na mucosa colorretal de ratos com lesão pré-
neoplásica, com aumento significativo da marcação nos ratos suplementados com 
açaí Juçara (p=0,0382) (Figura 9). 
 
       
 
Figura 9: Comparação das médias da % de expressão da SOD1 na mucosa colorretal dos ratos do 
grupo Controle e grupos induzidos com (RCA) e sem suplementação (RSA). As médias com letras 
iguais não diferem entre si pelo teste de ANOVA, post hoc Dunnet (p<0,05).  
 
 
 
5. DISCUSSÃO 
 
 
A alimentação é um dos maiores e mais estudados fatores de risco para CCR, 
contribuindo de forma determinante, tanto de modo preventivo como 
desencadeador.  
Estudos epidemiológicos demonstraram a relação entre obesidade, consumo 
exagerado de carnes vermelhas, gorduras e álcool com o aumento do risco de 
câncer colorretal (LESER; SOARES, 2001; HARSSHMAN; ALDOORI, 2007).  
De forma inversa, também é de conhecimento que o consumo regular de frutas e 
vegetais aumenta a proteção do organismo em relação ao desenvolvimento de 
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doenças crônicas não transmissíveis como o câncer colorretal (RIBOLI; NORAT, 
2003). Esta ação protetora tem sido atribuída principalmente às ações antioxidantes 
de alguns nutrientes, como a vitamina C, carotenoides e os compostos fenólicos 
(POLI et al., 2008; SZMITKO;VERMA, 2005).  
Nesse sentido a utilização do açaí tem aumentado pela sua composição rica em 
compostos fenólicos, principalmente ao teor de antocianinas (MENEZES et al., 
2008). Quando comparada a outros alimentos, a polpa do açaí possui grande 
capacidade antioxidante baseado em análises, principalmente contra o superóxido e 
radicais peroxil. (SCHAUSS et al., 2006a). 
Por esta propriedade, nos últimos anos, o açaí tem sido utilizado no mercado 
nacional e internacional como alimento funcional.  
Muitos dos benefícios fisiológicos dos compostos fenólicos são atribuídos à sua 
capacidade antioxidante direta, por meio da eliminação de espécies reativas ou 
indireta, ao aumentar a atividade ou expressão das enzimas antioxidantes 
endógenas (DINKOVA‐KOSTOVA; TALALAY, 2008) Neste estudo, foi analisada a 
influência dos frutos do açaí Juçara na prevenção do CCR. 
Inicialmente, foi determinado o teor antocianinas totais da polpa do açaí. O valor 
médio de antocianina encontrado foi de 73,4 mg/100g. Este valor foi superior ao 
encontrado em polpas congeladas de açaí do Pará, por Kuskoski et al. (2006) 
(22,8mg/100g de açaí.). No entanto, estes valores são inferiores aos valores de 
252,9 ± 10,1 mg/100g, encontrados por Ribeiro et al. (2010) e 1.347 mg/100 g 
encontrados por Laderoza et al. (1992). Lichtenthaler et al. (2005) analisaram o 
conteúdo de antocianinas em 10 polpas de açaí de diferentes locais e encontraram 
variação dos teores entre 1,3 a 46,3 mg/100g. 
Dentre os fatores que influenciam a quantidade de antocianina nos produtos 
comercializados de açaí está luz, temperaturas acima de 25°C e oxigênio (LOPES et 
al, 2007). As polpas utilizadas nesse experimento foram armazenadas ao abrigo da 
luz e na temperatura adequada. As variações nas concentrações de antocianinas 
podem ser explicadas pela diferença em relação aos métodos de extração e 
quantificação. Além disso, o teor destas substâncias pode ser influenciado por 
fatores climáticos, como temperatura e iluminação (MACHEIX; FLEURIET,1990). 
O consumo de suco a partir da polpa de açaí Juçara pelos animais neste 
experimento foi em média de 35 mL por 12 horas. De acordo com dados da 
43 
 
Universidade Federal do Ceará, o consumo de água diário destes animais é de 10 a 
12 mL/100 g de peso. Assim, o consumo de água/dia pelos animais deveria ser de 
25 a 30 mL.  
A ingestão média do suco de açaí Juçara no experimento foi maior que a média 
recomendada para a ingestão de água. Isto mostra que o suco foi palatável aos 
animais e, desta forma acredita-se que quantidades suficientes dos compostos 
fenólicos foram ingeridas.  
A análise do número de FCA nos intestinos dos ratos mostrou que os ratos 
suplementados com açaí Juçara apresentaram menor número de FCA que os ratos 
não suplementados. Isto sugere que a ingestão do suco de açaí Juçara tenha 
influenciado o menor aparecimento de lesões pré-neoplásicas, por sua capacidade 
antioxidante, devido à presença de antocianinas.  
Stoner et al., (1991) em estudo de modelo experimental de câncer de esôfago em 
ratos, suplementaram a ração dos animais com compostos fenólicos. Os autores 
encontraram redução da tumorigênese, diminuição e estabilização do crescimento 
de células neoplásicas e atribuíram estes resultados a ação direta da suplementação 
com compostos fenólicos. De forma semelhante, a redução do número de células 
pré-neoplásicas após a ingestão suco de açaí Juçara do presente trabalho pode ser 
atribuída à ingestão de substâncias antioxidantes presentes no suco.  
Os FCA são utilizados como biomarcadores para detecção de fatores de risco e de 
proteção, que influenciam a carcinogênese de cólon (CORPERT E PIERRE, 2005). 
Neste ensaio, catorze dias de suplementação com suco de açaí Juçara, houve 
redução total de FCA de 25,6%. Henriques (2009), que induziu o CCR com a 
substância DMH, porém com suplementação de ômega-3, outro composto 
antioxidante, obteve após trinta semanas de suplementação, 55,34% de redução 
total de focos de criptas aberrantes. Pode-se inferir que o suco preparado a partir da 
polpa de açaí Juçara amenizou a fase de promoção da carcinogênese do cólon.  
O uso do açaí, Euterpe oleracea Martius, como quimioprotetor foi estudado por 
Fragoso et al. (2013). Os autores encontraram 41% de redução no número de FCA 
em ratos com carcinogênese de cólon induzida por DMH e tratados com açaí 
liofilizado, por 10 semanas. Este resultado reforça a importância do açaí Juçara na 
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redução de lesões pré-neoplásicas, visto que após 4 semanas de suplementação 
com suco houve redução considerável do número total de FCA. 
Apesar dos estudos da literatura serem ainda escassos em relação ao papel de 
quimioprevenção do açaí Juçara (LIMA et al.,2012; BARBOSA, 2014; CARDOSO et 
al., 2015) nossos dados estão de acordo com os encontrados na literatura e indicam 
que o suco deste fruto pode, de fato, reduzir células aberrantes no intestino de ratos, 
provavelmente pela presença de compostos antioxidantes em seu extrato. 
Os compostos fenólicos são responsáveis pela redução do estresse oxidativo, 
baseado nisso, o trabalho propôs ainda realizar a análise da expressão da SOD1, 
uma enzima que possui ação antioxidante, na catálise da dismutação do radical 
superóxido (O2
-), em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2,) substâncias 
menos reativas no organismo. Em uma segunda etapa, a enzima catalase converte 
o peróxido de hidrogênio (H2O2) em água (H2O) e oxigênio molecular (O2). (VALKO 
et al., 2007). 
Em nosso estudo, o escore de expressão da SOD1 foi analisado em todas as 
amostras de tecido de intestino de ratos não induzidos à carcinogênese colorretal 
(grupo controle) e induzidos suplementados e não suplementados com açaí, sendo 
verificadas alterações na expressão apenas no grupo induzido à carcinogênese e 
suplementado com açaí Juçara. Estes resultados sugerem que o indutor de 
carcinogênese DMH, em condições fisiológicas de não suplementação e pela 
metodologia utilizada, não interfere na expressão da SOD1 na mucosa intestinal de 
ratos. 
As análises dos escores também mostraram que a suplementação com o suco do 
açaí Juçara esteve relacionada de maneira significativa com o aumento do escore 
de expressão da SOD1 na mucosa colorretal com lesão pré-neoplásica dos animais 
investigados. Esse aumento do escore de expressão da SOD1 nos ratos 
suplementados pode estar relacionado a algum componente presente no açaí 
Juçara envolvido na transcrição da SOD1, uma vez que se observa o aumento da 
expressão da SOD1 com a suplementação com açaí Juçara.   
Ao passo que ocorre o aumento do escore no grupo suplementado, observa-se 
também que, no mesmo grupo ocorre a redução do número de focos de criptas 
aberrantes. Com isso, pode-se supor que os radicais livres que lesionam o DNA, 
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podendo culminar em dano do epitélio do intestino e levar a formação de focos de 
criptas aberrantes foram combatidos, assim como Fragoso et al. (2013) concluiu com 
a redução de 41% de FCA com uso do açaí, Euterpe oleracea Martius, em ratos com 
carcinogênese de cólon induzida por DMH e tratados com açaí liofilizado, por 10 
semanas. 
A produção da SOD1 e das outras enzimas endógenas é induzida pela exposição às 
espécies reativas de oxigênio, por meio de um mecanismo regulado a nível 
transcricional (KENSLER; WAKABAYASHI; BISWAL, 2007). Em condições 
fisiológicas normais, proteína repressora Keap1(citoplasma) inibe a transcrição do 
fator Nrf2 (ITOH et al., 2003). A Keap1 contém resíduos conservados de cisteína, os 
quais são muito importantes na manutenção do Nrf2 no citoplasma. O aumento na 
produção de EROS no organismo promove no citoplasma a dissociação do 
complexo Nrf2-Keap1, e o Nrf2 ativado é transportado para o núcleo (DAHL & 
MULCAHY, 2001; DE VRIES et al., 2008). No núcleo das células o Nrf2 se liga a 
elementos de resposta a antioxidantes (ARE) na região promotora dos genes que 
transcrevem as enzimas antioxidantes endógenas (NGUYEN; SHERRATT; 
PICKETT, 2003). A ativação Nrf2-ARE induz a produção da superóxido dismutase, e 
todas as outras enzimas com papel antioxidante, como a catalase e a glutationa 
peroxidase (DRINGEN; PAWLOWSKI; HIRRLINGER, 2005; MCCORD & EDEAS, 
2005). Após o reestabelecimento do equilíbrio da célula, o Nrf2 é dissociado do 
núcleo pelo Keap1, transportado para o citoplasma e degradado (SUN et al., 2007).  
Os polifenóis são os principais componentes fitoquímicos encontrados na polpa do 
açaí e sua atividade antioxidante é atribuída à capacidade de neutralização direta 
das espécies reativas pró-oxidantes (DINKOVA‐KOSTOVA; TALALAY, 2008). Além 
disso, dados experimentais indicam que polifenóis podem oferecer proteção indireta 
contra o estresse oxidativo por meio da ativação da transcrição gênica de enzimas 
do sistema de defesa antioxidante endógeno. Acredita-se que polifenóis podem 
influenciar a ativação de ARE, alterando a capacidade de Keap1 no sequestro de 
Nrf2. Assim, a Nrf2 é ativada e transportada para núcleo, onde se liga a ARE, e 
induz a produção da SOD (MASELLA et al., 2005). Diante disto, o aumento na 
porcentagem de expressão de SOD1 nos grupos suplementados pode ser associado 
à ativação dos elementos de respostas antioxidantes (ARE) pelos antioxidantes 
presentes no suco do açaí Juçara. 
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Na literatura os resultados são ainda controversos, em relação à porcentagem de 
expressão da SOD1, sendo encontrados trabalhos comparativos ao presente 
estudo, entretanto com outros compostos fenólicos, que observaram aumento na 
expressão da SOD na suplementação; outros, no entanto, obtiveram expressão 
diminuída ou até mesmo inalterada com o uso de antioxidantes (BREINHOLT; 
LAURIDSEN; DRAGSTED, 1999; ALÍA et al., 2003;  AMARAL et al., 2006, DE 
SOUZA et al. 2010).  
A atividade da SOD foi avaliada em estudo com ratos suplementados com diferentes 
antioxidantes. Este trabalho demonstrou que a quercetina, encontrada 
principalmente na cebola, brócolis, maça e cereja, aumentou a atividade de SOD, 
enquanto que a suplementação com genisteína, presente na soja, diminuiu. 
(BREINHOLT; LAURIDSEN; DRAGSTED, 1999). Este resultado sugere que o efeito 
gerado pelos antioxidantes depende da fonte e tipo dos compostos utilizados. 
Alía et al. (2003) avaliaram o efeito de dieta rica em antioxidantes a partir da uva na 
atividade de enzimas antioxidantes no fígado de ratos e não foi encontrada diferença 
significativa na atividade de SOD entre o grupo tratado e o grupo controle. 
Entretanto Amaral et al. (2006), encontraram resultado adverso, com redução da 
expressão da SOD em ratos com indução de CCR e suplementados com inositol 
hexafostato em relação ao grupo controle. De Souza et al. (2010), encontraram 
resultado semelhante a Amaral et al., (2006), com o uso de polpa de açaí. Neste 
caso, a análise foi realizada in vivo e a polpa de açaí diminuiu significativamente a 
atividade da superóxido dismutase em ratos com dieta hipercolesterolemiante. 
Estes resultados indicam que a resposta à atividade dessas defesas depende do 
modelo utilizado no estudo, o grau de estresse oxidativo provocado, do tipo, 
quantidade e da fonte do antioxidante dietético, além do sistema biológico utilizado 
no estudo. 
Da mesma forma que houve aumento no escore de expressão da SOD1, ou seja, 
número de células apresentando a enzima e a intensidade de expressão, no grupo 
suplementado, houve aumento da porcentagem da área de expressão da SOD1 
neste grupo. Houve correlação entre o escore da expressão da SOD1, marcada por 
imuno-histoquímica e a mensuração por programa computacional das áreas 
correspondentes a imunomarcação. A seleção de dez campos aleatórios com 
arquivamento e contagem total de cada animal permitiu um tratamento estatístico 
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confiável para os resultados obtidos. Foi pertinente a escolha deste tipo de 
metodologia, com resultados satisfatórios em relação à suplementação do açaí 
Juçara na carcinogênese colorretal.  
O uso do açaí Juçara pode ser um aliado na prevenção do câncer colorretal, visto a 
redução do número de lesões no epitélio do cólon e o possível auxílio no estímulo à 
produção de enzimas antioxidantes. O estudo abre perspectivas para o uso do açaí 
Juçara na suplementação dietética, na elaboração de produtos e medicamentos que 
favoreçam a prevenção e tratamento do câncer colorretal. 
 
 
 
6. CONCLUSÃO 
 
 
1 – A suplementação com suco de açaí Juçara promoveu menor número de focos de 
criptas aberrantes na mucosa colorretal de ratos induzidos à carcinogênese 
2 – A superóxido dismutase 1 foi expressa na mucosa colorretal de ratos induzidos 
ou não à carcinogênese e, tanto a análise semi-quantitativa quanto a quantitativa 
mostrou que a suplementação com o suco do açaí Juçara em ratos induzidos à 
carcinogênese resulta na maior expressão e percentual de ocupação da SOD1 em 
intestino grosso.  
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